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網膜は視覚を担う神経組織であり、その機能は加齢とともに障害される。そのため、網膜障害に
よる視力低下 (網膜症) は、超高齢化社会を迎える日本において今後重大な社会問題になると考えら
れる。糖尿病性網膜症 (diabetic retinopathy; DR) を始めとする網膜症は、発症初期には網膜血管病
変を主体とし、その後神経障害が進行する病態である。そのため、網膜症の治療は、網膜微小血管
の病変進行抑制を目的とした糖尿病などの無症候段階での予防治療や、網膜レーザー光凝固術など















している。ペリサイトの収縮・弛緩には、nitric oxide (NO) や、NO 合成を誘導する L-glutamate (L-
Glu) などの様々な神経伝達物質や血管作動性分子が関与する。これらの分子は神経細胞や内皮細胞
から供給されるか (パラクリン様式)、オートクリンの様式で網膜ペリサイトにて作用を発揮すると考
えられる。ペリサイトにおいて、NO 合成能と細胞質小胞への L-Glu 濃縮・放出機構が報告されて
おり、ペリサイト収縮・弛緩に関与する NO と L-Glu は、少なくとも一部オートクリンの様式に
て、網膜ペリサイトにおける機能を発現すると推察される。この詳細な分子機構、即ち網膜ペリサ







NO やⅣ型コラーゲンは、L-arginine (L-Arg) や L-proline (L-Pro) を前駆物質として合成される。








ていることが示されている、条件的不死化ラット網膜ペリサイトである TR-rPCT1 細胞を用いた。 
1. 網膜ペリサイトにおける網膜血管拡張因子関連アミノ酸輸送機構解明 1, 2)
初めに、網膜ペリサイトにおいて L-Arg を前駆物質として NO を産生する nitric oxide synthase
(NOS) 分子種及び L-Glnを前駆物質として L-Gluを産生する glutaminase (GA) 分子種を特定するた
め、TR-rPCT1細胞を用い、reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) による mRNA発
現解析を行った。その結果、NO合成酵素として endothelial NOS と inducible NOS の発現が示され、
網膜ペリサイトにおけるこれら酵素を介した L-Arg からの NO 産生が示唆された。また、この NO
産生に影響を与える L-Glu を、L-Glnからの合成する酵素 kidney-type GA及び liver-type GAの発現
や、小胞型 L-Glu トランスポーターである vesicular glutamate transporter 1の発現もまた、網膜ペリ
サイトにおいて示唆された。TR-rPCT1細胞を用いて、NO合成に関与する L-Arg と L-Glu、そして
網膜ペリサイトにおける GAの発現が示唆されたことから L-Glu 前駆体である L-Gln の、網膜ペリ
サイト外からの取り込み輸送に関与する分子を機能・発現の両面から解析した。TR-rPCT1 細胞に
おける、L-Arg、L-Glu、及び L-Gln の取り込み輸送過程は、飽和性 (Km = 28.9 µM (L-Arg)、Km = 22.4 
µM (L-Glu)、Km = 163 µM (L-Gln)) を示した。また、L-Arg 取り込みは Na+非依存性、L-Glu 及び L-
Gln 取り込みは Na+依存性を示した。 
L-Arg 取り込みは、system y+の基質である L-ornithine と L-lysine によって 50%以上阻害された。
一方、system y+L、system B0,+、及び system b0,+の基質である、L-valine、L-leucine、及び L-glutamine
は、L-Arg 取り込みに対して大きく影響しなかった。System y+の実体である CAT の発現解析から、
ラット網膜ペリサイトにおける CAT1、CAT2B、及び CAT3 の mRNA 発現が示唆され、CAT1 につ
いてはそのタンパク質発現がラット網膜ペリサイトにおいて示唆された。L-Arg 輸送解析及び発現
解析の結果に加え、過去に報告された CAT1 を介した L-Arg 輸送の Km 値が本 L-Arg 取り込みの Km
値と近似していることから、網膜ペリサイトにおける L-Arg 輸送に CAT1 が関与することが示唆さ
れた。L-Glu は、EAAT family 及び ASCT2 基質である L-aspartate や L-cysteine の共存下において強
力に阻害された。また、EAAT family の基質である D-aspartate の共存において、L-aspartate や L-
cysteine 共存時と同程度の阻害を示した。一方、ASCT2 が基質として認識する L-alanine、L-serine も
しくは L-histidine の共存では、わずかに阻害したか、全く阻害しなかった。阻害実験の結果から、 
ASCT2 よりもむしろ EAAT family が網膜ペリサイトにおける L-Glu 取り込みに関与することが示
唆された。mRNA 発現解析では、EAAT1-5 の中で EAAT1 のみ TR-rPCT1 細胞における発現が示さ
れた。以上の結果から、網膜ペリサイトにおいて L-Glu 輸送を主に担うのは EAAT1 であることが
示唆された。L-Gln 取り込みは、ASCT2 の基質として知られる L-alanine、L-cysteine、L-serine もし
くは L-threonine の共存にて強力に阻害された。一方、system N 基質である L-histidine や system A 基
質である L-Pro の共存による本取り込みに対する阻害効果は、ASCT2 基質の共存と比して弱かっ
 
た。これらの輸送解析の結果と mRNA 発現解析において ASCT2 mRNA 発現が示唆されたことか
ら、ASCT2は L-Glu 輸送には関与しないものの、L-Gln 取り込みに関与することが示唆された。 




て評価した。TR-rPCT1 細胞における[3H]L-Pro 取り込みは、Na+依存性及び Cl-非依存性を示し、そ
の飽和過程の Km値は 810 µMであった。阻害実験では、system A、ASCT1、及び system B0の共通
基質である L-alanine、及び L-serine によって強力に阻害された。同様に、system Aの特異的阻害剤
として知られる 2-(methylamino) isobutyric acid (MeAIB) の共存にてその L-Pro 取り込みは強く阻
害された。一方、system B0基質である分枝鎖アミノ酸の L-leucine 及び L-valine の共存によっても、
L-Pro取り込みは低下したものの、その効果はMeAIBと比して小さかった。以上の阻害プロファイ
ルから、網膜ペリサイトにおける L-Pro 輸送に大きく寄与するのは system Aであることが示唆され
た。System A の発現解析では、RT-PCRによってサブタイプである ATA1及び ATA2 mRNA発現が
示唆され、β-actin を用いて mRNA量を標準化した定量 real-time PCRの結果、ATA1 に比して ATA2 
mRNA 発現量が多いことが示唆された。さらに、Western blot 及びラット網膜毛細血管を用いた免
疫組織化学的染色法を用いた解析において、網膜ペリサイトにおける ATA2タンパク質発現が示唆
された。また、L-Pro 取り込みにおける Km値は、過去に報告された ATA2を介した L-Pro 輸送の Km
値と近似した。以上の結果から、ATA2 が網膜ペリサイトにおける L-Pro 取り込み輸送に関与する
ことが強く示唆された。 
結論 
 本研究から、網膜ペリサイトにおいて、血管拡張因子である NOの前駆体である L-Arg取り込み
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 nitric oxide (NO) の関与が考えられるため、網膜ペリサイトにおけるNO及びⅣ型コラーゲン
合成に関与する分子実態の解明は、網膜ペリサイトの生理機能の理解を深め、ひいては網膜神
経機能維持に関する知見になると期待される。NOやⅣ型コラーゲンは、L-arginine (L-Arg) や










はじめに、NO 合成酵素である nitric oxide synthase (NOS)、L-Glu 変換酵素である glutaminase 
(GA)、及び小胞型 L-Glu トランスポーターである vesicular glutamate transporter (VGLUT) の分子
 
種を特定するため、TR-rPCT1 細胞を用い、reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
による mRNA 発現解析を行った。結果、endothelial NOS、inducible NOS、kidney-type GA、liver-
type GA、及び VGLUT 1 の発現が示され、これらの網膜ペリサイトにおける NO 合成及び L-Glu
動態への関与が示唆された。TR-rPCT1 細胞を用い、各種アミノ酸 (L-Arg、L-Glu、及び L-Gln) 
の輸送機構解析を行ったところ、L-Arg、L-Glu 及び L-Gln の取り込み輸送過程は飽和性を示し、
輸送担体の寄与が示唆された。また、L-Arg 取り込みは Na+非依存性、L-Glu 及び L-Gln 取り込み
は Na+依存性を示した。L-Arg 取り込みは、system y+の基質共存下にて顕著に阻害されたが、そ
の他の Na+非依存性 L-Arg 輸送担体基質は取り込みに大きく影響を与えなかった。発現解析にお
いては、system y+のアイソフォームである CAT1 の mRNA 及びタンパク質発現が示され、過去
に報告された L-Arg 輸送の Km値の近似性から、網膜ペリサイトにおける L-Arg 輸送に CAT1 が
関与することが示唆された。L-Glu 取り込みは、EAAT family の基質である D-aspartate の共存下
にて強力に阻害されたが、ASCT2 基質共存下では軽微の阻害もしくは、全く阻害されなかった。
TR-rPCT1 細胞における EAAT family の mRNA 発現解析では、EAAT1 のみ発現が示され、網膜
ペリサイトにおける L-Glu 輸送に EAAT1 が関与することが示唆された。L-Gln 取り込みは、
ASCT2 基質共存下において強力に阻害された。一方、その他の Na+依存性 L-Gln 輸送担体の基質
の L-Gln 取り込みに対する阻害効果は、ASCT2 基質と比して弱かった。mRNA 発現解析におい
て ASCT2 発現が示されたことから、網膜ペリサイトにおいて ASCT2 は、L-Glu 輸送には関与し
ないものの、L-Gln 取り込みに関与することが示唆された。 
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